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Εισαγωγή
O προγεννητικός έλεγχος χρωμοσωμικών και άλλων γενε-
τικών ανωμαλιών του εμβρύου αποτελεί απαραίτητο τμήμα της 
καθημερινής μαιευτικής πράξης. Για την πραγματοποίηση του 
απαιτείται ανάλυση γενετικού υλικού του εμβρύου που λαμβά-
νεται με επεμβατικές μεθόδους όπως η αμνιοπαρακέντηση και η 
βιοψία τροφοβλάστης. Παρά το ότι η ακρίβεια της προγεννητικής 
διάγνωσης που εξασφαλίζεται με αυτό τον τρόπο είναι μεγάλη, η 
χρησιμοποίηση επεμβατικών τεχνικών έχει 0.5-1.0% κίνδυνο για 
το έμβρυο και την κύηση  αν και τελευταίες μελέτες δείχνουν σα-
φώς μικρότερο κίνδυνο1.  Για το λόγο αυτό, τα τελευταία χρόνια 
αναζητούνται εναλλακτικοί, μη επεμβατικοί τρόποι λήψης βιολο-
γικού υλικού από το έμβρυο για προγεννητικό έλεγχο. 
Η διαπίστωση της παρουσίας  ελεύθερων νουκλεϊνικών οξέων 
εμβρυϊκής προέλευσης στο περιφερικό αίμα της εγκύου έδωσε 
νέες δυνατότητες ανάπτυξης μη επεμβατικών τεχνικών προ-
γεννητικού ελέγχου. 

Ελεύθερο εμβρυϊκό DNA στη μητρική κυκλοφορία
Ο όρος ελεύθερο νουκλεϊνικό οξύ (ελεύθερο εξωκυτταρικό 
DNA-cfDNA ή ελεύθερο εξωκυτταρικό RNA-cfRNA) στο 
περιφερικό αίμα, αναφέρεται σε εξωκυτταρικά μόρια DNA ή 
RNA, τα οποία ανιχνεύονται στο πλάσμα ή στον ορό δηλαδή 
σε μη κυτταρικό κλάσμα του περιφερικού αίματος.
Το 1997 ο Lo και συν. διαπίστωσαν την παρουσία ελεύθερου 

DNA εμβρυικής προέλευσης (cell free fetal DNA-cffDNA) 
στον ορό και το πλάσμα εγκύων που κυοφορούσαν έμβρυο 
αγόρι, με ανίχνευση ειδικών αλληλουχιών του χρωμοσώματος 
Υ2. Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώθηκε και από άλλες επιστη-
μονικές ομάδες3-5. 
Το cffDNA ανιχνεύεται στη μητρική κυκλοφορία πολύ νωρίς 
κατά την κύηση (έχει ανιχνευθεί ακόμη και την 18η ημέρα 
μετά την εμβρυομεταφορά, σε περιστατικά υποβοηθούμενης 
αναπαραγωγής) και προέρχεται κυρίως από απόπτωση κυτ-
τάρων του πλακούντα6, 7. Η παρατήρηση αυτή ενισχύεται από 
το γεγονός ότι αλληλουχίες mRNA, ειδικές του πλακούντα, 
ανευρίσκονται στο πλάσμα εγκύων ήδη από το 1ο τρίμηνο της 
κύησης. Επίσης υπάρχει άμεση συσχέτιση μεταξύ της συγκέ-
ντρωσης του cffDNA και της β-χοριακής γοναδοτροπίνης στο 
ίδιο δείγμα4, 6, 8, 9. 
Το cffDNA αντιπροσωπεύει κατά μέσο όρο ποσοστό 3% 
(εύρος 0.4-12%) έως 6% (εύρος 2.3-11.5%) του συνολικού 
cfDNA το 1ο και το 3ο τρίμηνο της κύησης, αντιστοίχως όπως 
διαπιστώθηκε με τη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυ-
μεράσης σε πραγματικό χρόνο (Real Time Quantitative PCR, 
RTQ-PCR)10. Νεότερες όμως μελέτες, στις οποίες χρησιμο-
ποιήθηκαν πιο ευαίσθητες τεχνικές (digital PCR), έδειξαν ότι 
η πραγματική συγκέντρωση cffDNA στη μητρική κυκλοφορία 
είναι μεγαλύτερη από αυτή που είχε αρχικά υπολογιστεί και 
ανέρχεται σε 10% του συνολικού cfDNA κατά το 1ο τρίμηνο 
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Περίληψη
Η διαπίστωση της παρουσίας  ελεύθερου εμβρυϊκού DNA (cell free fetal DNA-cffDNA)  στο περιφερικό αίμα της εγκύου έδωσε 
νέες δυνατότητες ανάπτυξης τεχνικών μη επεμβατικού  προγεννητικού ελέγχου. Μέχρι σήμερα, έχει πραγματοποιηθεί μεγάλος 
αριθμός μελετών που επικεντρώνεται στο σχεδιασμό και την αξιολόγηση μεθόδων συλλογής και διαχείρισης των δειγμάτων, 
πρωτόκολλα απομόνωσης του cffDNA που απομονώνεται από το περιφερικό αίμα της εγκύου και μοριακής ανάλυσης. Η ανί-
χνευση του cffDNA στη μητρική κυκλοφορία είναι εφικτή από τις πρώτες κιόλας εβδομάδες της κύησης. Προέρχεται από τα 
αποπίπτοντα κύτταρα του πλακούντα και αποτελεί το 3-6% του συνολικού cfDNA στο μητρικό αίμα. Αυτή η μικρή ποσοτική ανα-
λογία σε συνδυασμό με την ταυτόχρονη ύπαρξη μητρικού cfDNA αυξάνει τις τεχνικές δυσκολίες στην προσπάθεια ανίχνευσης 
των γενετικών προβλημάτων. Τα τελευταία χρόνια η εφαρμογή μοριακών τεχνικών υψηλής ευαισθησίας και ακρίβειας, όπως 
είναι η ψηφιακή PCR και τα συστήματα αλληλούχησης νέας γενιάς (NGS), έχει επιλύσει πολλά από τα προβλήματα στη χρήση 
του cffDNA. Έτσι σήμερα ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος του φύλου, του συστήματος RhD, των χρωμωσωμικών ανω-
μαλιών και ορισμένων μονογονιδιακών νοσημάτων του εμβρύου εφαρμόζεται με επιτυχία στην κλινική πράξη. Στόχος αυτής της 
βιβλιογραφική ανασκόπησης είναι η παρουσίαση των μεθόδων μοριακής ανάλυσης που χρησιμοποιούνται στις μέρες μας κατά 
τη διενέργεια προγεννητικού ελέγχου από cffDNA.

Λέξεις κλειδιά: cffDNA, PCR, RTQ-PCR, digital PCR, NGS
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της κύησης11. Η απόλυτη ποσότητα του cffDNA αυξάνει σημα-
ντικά με την πρόοδο της κύησης, επηρεάζεται από το σωματικό 
βάρος της εγκύου και ποικίλει μεταξύ των εθνικοτήτων12, 13. Ο 
χρόνος ημίσειας ζωής του cffDNA στη μητρική κυκλοφορία εί-
ναι περίπου 16.3 λεπτά και η απομάκρυνσή του από το πλάσμα 
εγκύου πραγματοποιείται αμέσως μετά τον τοκετό3, 4, 10, 14, 15. 
Στο περιφερικό αίμα της εγκύου, το cffDNA ανιχνεύεται υπό 
μορφή θραυσμάτων μεγέθους μικρότερο από 200bp και στην 
πλειοψηφία τους έχουν μέγεθος μικρότερο από το μητρικό6, 7. Η 
παρατήρηση αυτή επιβεβαιώθηκε με τη χρήση συστημάτων αλ-
ληλούχησης νέας γενιάς [next-generation sequencing (NGS)]16. 

Τεχνικά προβλήματα κατά τον μη επεμβατικό προγεννητικό 
έλεγχο από cfDNA 
Η δυσκολία πραγματοποίησης μη επεμβατικού προγεννητι-
κού ελέγχου από cffDNA που απομονώνεται από τη μητρική 
κυκλοφορία οφείλεται κυρίως στη μικρή του ποσότητα στο 
πλάσμα της εγκύου, στην ταυτόχρονη παρουσία μητρικής προ-
έλευσης cfDNA και το μικρό ποσοστό του cffDNA σε σχέση με 
το μητρικό (1:10), στις ατομικές διαφορές που παρατηρούνται 
όσον αφορά τη συγκέντρωση του ολικού cfDNA και τις ομοιό-
τητες του εμβρυϊκού με το μητρικό γενετικό υλικό, αφού το έμ-
βρυο κληρονομεί το μισό γενετικό υλικό από τη μητέρα του17.
Μέχρι σήμερα, έχει πραγματοποιηθεί μεγάλος αριθμός με-
λετών προκειμένου να επιλυθούν τα προβλήματα αυτά και 
να εφαρμοστεί συστηματικά μη επεμβατικός προγεννητικός 
έλεγχος σε κλινικό επίπεδο. Οι μελέτες επικεντρώνονται στο 
σχεδιασμό και την αξιολόγηση μεθόδων συλλογής και διαχεί-
ρισης των δειγμάτων, πρωτόκολλα απομόνωσης και μοριακής 
ανάλυσης και τρόπους επιβεβαίωσης της παρουσίας cffDNA 
στο υπό μελέτη δείγμα για την αποφυγή ψευδώς αρνητικών 
αποτελεσμάτων18. 
Πριν από την εφαρμογή οποιασδήποτε διαδικασίας μη επεμ-
βατικού προγεννητικού ελέγχου είναι πολύ σημαντικός ο ενδε-
λεχής υπερηχογραφικός έλεγχος προκειμένου να διευκρινιστεί 
η παρουσία ή όχι πολύδυμης κύησης, να καθοριστεί ο αριθμός 
των βιώσιμων εμβρύων και να αποκλειστεί η πιθανότητα κενού 
εμβρυϊκού σάκου (vanishing twin)19. Η παρουσία πολύδυμης κύ-
ησης περιπλέκει τον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο. Επί-
σης πλακούντας ακόμη κι από κενό εμβρυϊκό σάκο εξακολουθεί 
να απελευθερώνει cffDNA στη μητρική κυκλοφορία, γεγονός 
που μπορεί να οδηγήσει σε ψευδή αποτελέσματα. 

Συλλογή και προετοιμασία δείγματος
Πολλοί παράγοντες που σχετίζονται με τη συλλογή και την 
προετοιμασία του δείγματος έχει αποδειχτεί ότι επηρεάζουν 
τη σχέση μητρικού/εμβρυϊκού cfDNA στο δείγμα. Ελαττωμένη 
συγκέντρωση μητρικού cfDNA διευκολύνει την ανίχνευση αλ-
ληλουχιών εμβρυϊκής προέλευσης και αυξάνει την ευαισθησία 
της διάγνωσης. 
Το cffDNA μπορεί να απομονωθεί από το πλάσμα ή τον ορό 
του περιφερικού αίματος της εγκύου, στις περισσότερες με-
λέτες όμως προτιμάται η χρησιμοποίηση πλάσματος επειδή 
το ποσοστό του cfDNA μητρικής προέλευσης στον ορό είναι 
μεγαλύτερο σε σχέση με το πλάσμα πιθανώς λόγω της απελευ-
θέρωσής του από κύτταρα της μητέρας κατά τη δημιουργία του 
θρόμβου10, 20. 
Η συλλογή του δείγματος γίνεται σε σωληνάρια με διάφο-
ρους τύπους αντιπηκτικών όπως αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό 

οξύ (EDTA), ηπαρίνη και κιτρικά άλατα προκειμένου να δι-
ατηρηθούν μέχρι τη μεταφορά στο εργαστήριο. Τα δείγματα 
στα οποία έχει χρησιμοποιηθεί EDTA, μετά την πάροδο 24 
ωρών παρουσιάζουν τις μικρότερες αποκλίσεις όσον αφορά 
τη συγκέντρωση του cfDNA για αυτό και το EDTA αποτελεί 
το αντιπηκτικό επιλογής, καθώς έχει την ικανότητα να προ-
στατεύει τη μεμβράνη των λευκοκυττάρων και να εμποδίζει τη 
λύση τους18, 21. 
Σημαντική παράμετρος επίσης είναι  ο χρόνος που μεσολαβεί 
από την αιμοληψία μέχρι την απομόνωση του πλάσματος. Πο-
λύωρη παραμονή έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του cfDNA 
μητρικής προέλευσης λόγω λύσης των κυττάρων του περιφε-
ρικού αίματος ενώ η απόλυτη ποσότητα cffDNA παραμένει 
σταθερή22. Όταν ο χρόνος που μεσολαβεί από την αιμοληψία 
μέχρι την επεξεργασία του δείγματος ξεπερνά τις 8 ώρες, θε-
ωρείται απαραίτητη η συλλογή και η μεταφορά του αίματος σε 
σωληνάρια με σταθεροποιητικούς παράγοντες που εμποδίζουν 
τη λύση των κυττάρων  [π.χ. cfDNA BCT tubes (StreckTM)]23, 24. 
Το πλάσμα απομονώνεται με 2 διαδοχικές φυγοκεντρήσεις, 
έτσι ώστε να απομακρυνθούν όλα τα κυτταρικά υπολείμματα. Η 
μέθοδος απομόνωσης του cfDNA από το πλάσμα εγκύου επη-
ρεάζει άμεσα την ποσότητα αλλά και την ποιότητα του εμβρυ-
ϊκού γενετικού υλικού στο δείγμα. Είναι σημαντικό να γίνεται 
με λεπτούς χειρισμούς και να επικρατούν στείρες συνθήκες έτσι 
ώστε να αποφευχθεί τυχόν εξωτερική επιμόλυνση25. Σήμερα, 
υπάρχουν ειδικά εμπορικά διαθέσιμα συστήματα (QIAamp 
Circulating Nucleic Acid Kit, Qiagen), τα οποία διευκολύνουν 
την απομόνωση cfDNA από περιφερικό αίμα εγκύου. Αυτά δί-
νουν τη δυνατότητα χρησιμοποίησης μεγάλου όγκου πλάσμα-
τος (έως 5ml) και ανάκτησης ικανοποιητικής ποσότητας και 
ποιότητας cffDNA παρά τη μικρή του συγκέντρωση, ειδικά 
κατά το πρώτο τρίμηνο της κύησης όταν και ο προγεννητικός 
έλεγχος είναι πιο επιθυμητός. 

Τεχνικές μοριακής ανάλυσης  cfDNA
Έχει διερευνηθεί η καταλληλότητα μεγάλου αριθμού μεθό-
δων για τον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο γενετικών 
διαταραχών του εμβρύου. Η μικρή  συγκέντρωση cffDNA στο 
περιφερικό αίμα εγκύου και η ταυτόχρονη παρουσία μητρι-
κών αλληλουχιών, απαιτεί τη χρησιμοποίηση τεχνικών υψηλής 
ευαισθησίας και ακρίβειας, με το μικρότερο δυνατό κίνδυνο 
εξωτερικής επιμόλυνσης του δείγματος. 

• Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
Η τεχνική PCR έχει χρησιμοποιηθεί στον μη επεμβατικό προ-
γεννητικό έλεγχο για την ανίχνευση πατρικής προέλευσης αλ-
ληλουχιών, σημειακών μεταλλάξεων, διπλασιασμών ή ελλειμ-
μάτων που απουσιάζουν από το γονιδίωμα της μητέρας26, 27.
Η μέθοδος επιτρέπει την εκλεκτική ενίσχυση (amplification) 
ενός μικρού τμήματος DNA μέχρι και 106 φορές σε λίγες μόνο 
ώρες. Στηρίζεται στη δυνατότητα του ενζύμου Taq (από τον 
μικροοργανισμό Thermus Aquaticus από τον οποίο απομονώ-
θηκε) DNA πολυμεράση, να συνθέτει, παρουσία κατάλληλων 
συνθηκών, την συμπληρωματική αλυσίδα ενός τμήματος DNA 
με κατεύθυνση 5΄ προς 3΄, έχοντας ως οδηγό την αλυσίδα 
μήτρα. Ο πολλαπλασιασμός ενός τμήματος DNA με την τε-
χνική του PCR πραγματοποιείται μόνο παρουσία συνθετικών 
τμημάτων DNA μήκους περίπου 15-30 βάσεων που δρουν ως 
εκκινητές. Οι εκκινητές είναι απόλυτα εξειδικευμένοι και 
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σχεδιάζονται έτσι ώστε να εμφανίζουν συμπληρωματικότητα 
με τα 3΄ άκρα των δύο αλυσίδων της ορισμένης αλληλουχίας 
DNA μήτρας (Εικόνα 1Α). Η τεχνική PCR περιλαμβάνει ένα 
αρχικό στάδιο αποδιάταξης του DNA και καταστροφής των 
πιθανώς υπαρχόντων ενδονουκλεασών, το στάδιο της σύνδε-
σης των εκκινητών στην αλληλουχία στόχο και τέλος το στάδιο 
της επιμήκυνσης (Εικόνα 1Β). Τα στάδια αυτά αποτελούν ένα 
κύκλο της αντίδρασης και συνήθως επαναλαμβάνονται 25-40 
φορές (25-40 κύκλοι). Στο τέλος κάθε κύκλου, το προϊόν της 
επιμήκυνσης κάθε εκκινητή αποτελεί, μετά από αποδιάταξη, 
το υπόστρωμα για τους εκκινητές στον επόμενο κύκλο της 
αντίδρασης. Η αλληλουχία στόχος που πολλαπλασιάζεται δι-
αχωρίζεται είτε βάση μεγέθους, είτε με την ανίχνευση φθορι-
σμού, είτε με απευθείας αλληλούχηση. Η εφαρμογή αυτών των 
μεθόδων στην κλινική πράξη όμως δεν είναι πάντα εύκολη. 
Όταν η ανάλυση των προϊόντων της PCR πραγματοποιείται 
σε gel αγαρόζης, η ευαισθησία της τεχνικής είναι χαμηλή, η 
αξιολόγηση των αποτελεσμάτων είναι σε μεγάλο βαθμό υπο-
κειμενική και ο κίνδυνος εξωτερικής επιμόλυνσης μεγάλος. 

• Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 
(Real Time Quantitative PCR, RTQ-PCR)
Προκειμένου να αυξηθεί η ευαισθησία της διάγνωσης, πολλά ερ-
γαστήρια που ασχολούνται με τον μη επεμβατικό προγεννητικό 
έλεγχο έχουν υιοθετήσει ως μέθοδο επιλογής την RTQ-PCR30. 
Η RTQ-PCR βασίζεται στην ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 
του φθορισμού που εκπέμπεται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης 
και ο οποίος είναι ανάλογος των παραγόμενων προϊόντων. Τα 
προϊόντα πολλαπλασιασμού αναλύονται σε πραγματικό χρόνο, 
όπως συντίθενται σε κάθε κύκλο, και δεν απαιτείται καμία πε-
ρεταίρω πειραματική διαδικασία. Η τεχνική επιτρέπει τον πο-
σοτικό προσδιορισμό των αλληλουχιών που πολλαπλασιάζονται 
σε σύγκριση με προϊόντα αναφοράς γνωστής συγκέντρωσης, 
παρουσιάζει μεγάλη ακρίβεια και συνδυάζει ταχύτητα και ευ-
αισθησία στην ανάλυση ακόμη και σε περιπτώσεις όπου ο αριθ-
μός των αντίγραφων της αλληλουχίας-στόχου είναι πολύ μικρός. 
Επιπλέον, το γεγονός ότι το σύστημα είναι κλειστό βοηθάει στην 
αποφυγή τυχόν επιμολύνσεων31.

Εικόνα 1. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR): Α. Eπιλεκτική σύνθεση αλληλουχιών DNA σε πολλαπλά αντίγραφα και Β. 
Στάδια της αντίδρασης: 1. Στάδιο αποδιάταξης 2. Στάδιο σύνδεσης των εκκινητών 3. Στάδιο της επιμήκυνσης.
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Σημαντικό πρόβλημα κατά τον  σχεδιασμό μεθόδων  επεμβα-
τικού προγεννητικού ελέγχου προκύπτει από το μικρό μέγεθος 
των θραυσμάτων του cffDNA στο περιφερικό αίμα της εγκύου. 
Οι μέθοδοι πρέπει να σχεδιάζονται με τρόπο  ώστε τα τμήμα-
τα DNA που πολλαπλασιάζονται να έχουν μέγεθος μικρότερο 
από τα 150bp. Αυτό μπορεί είναι εφικτό να επιτευχθεί μόνο σε 
περιπτώσεις ανίχνευσης στο περιφερικό αίμα της εγκύου αλ-
ληλουχιών πατρικής προέλευσης όπως κατά τον ΠΕ του RhD, 
του φύλου και σημειακών μεταλλάξεων του εμβρύου. Αντίθε-
τα, σε νοσήματα που οφείλονται σε επέκταση τρινουκλεοτιδί-
ων όπως το σύνδρομο εύθραυστου Χ και η νόσος Huntington 
οι αλληλουχίες των τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων που με-
λετώνται μπορεί να έχουν μέγεθος έως και >1kb  και δεν είναι 
εύκολο να ανιχνευτούν. Στις περιπτώσεις αυτές το πρόβλημα 
μπορεί ίσως να ξεπεραστεί με έμμεσο έλεγχο της κληρονόμη-
σης του χρωμοσώματος που φέρει τη μετάλλαξη, με εκτεταμέ-
νη ανάλυση απλοτύπων μικρού μεγέθους28, 29.     
Οι τεχνικές PCR και RTQ PCR χρησιμοποιούνται σε κλινικό επί-
πεδο για την ανίχνευση στο περιφερικό αίμα της εγκύου πατρικής 
προέλευσης αλληλουχιών, κατά τον μη επεμβατικό προγεννητικό 
έλεγχο του φύλου και του συστήματος RhD του εμβρύου καθώς 
και μονογονιδιακών νοσημάτων. Στα νοσήματα που κληρονομού-
νται με αυτοσωμικό επικρατητικό τρόπο, η προσέγγιση αυτή μπο-
ρεί να εφαρμοστεί όταν η παθολογική μετάλλαξη είναι πατρικής 
προέλευσης. Στην κλινική πράξη, μη επεμβατική προγεννητική 
διάγνωση έχει πραγματοποιηθεί για τη νόσο Huntington, την 
αχονδροπλασία και τη μυοτονική δυστροφία30-34. 
Στην μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση μονογονιδιακών 
νοσημάτων που κληρονομούνται με υπολειπόμενο αυτοσωμικό 
τρόπο, το cffDNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προγεν-
νητικό έλεγχο όταν οι γονείς είναι φορείς διαφορετικών με-
ταλλάξεων και το έμβρυο πιθανός διπλός ετεροζυγώτης. Στην 
περίπτωση αυτή η πληροφορία μπορεί να χρησιμοποιηθεί προ-
κειμένου να αποκλειστεί η πιθανότητα εμφάνισης της νόσου 
όταν η πατρική μετάλλαξη δεν ανιχνευθεί και έτσι να ελαττω-
θεί ο αριθμός των κυήσεων που υποβάλλονται σε επεμβατικές 
δοκιμασίες προγεννητικού ελέγχου. Η μη επεμβατική προ-
γεννητική διάγνωση μονογονιδιακών νοσημάτων που κληρο-

νομούνται με αυτοσωματικό υπολειπόμενο τρόπο έχει πραγ-
ματοποιηθεί για την κυστική ίνωση, την συγγενή υπερπλασία 
των επινεφριδίων και διάφορους τύπους αιμοσφαιρινοπαθει-
ών35-37. Σε ότι αφορά στις αιμοσφαιρινοπάθειες, με τη χρήση 
του cffDNA έχουν ανιχνευθεί μεταλλάξεις πατρικής προέλευ-
σης που προκαλούν β-θαλασσαιμία, αναιμία Hb Lepore και 
δρεπανοκυτταρική αναιμία37-39. 

Επιβεβαίωση παρουσίας εμβρυϊκού υλικού στο δείγμα και πο-
σοτικοποίηση του cffDNA
Σημαντικό πρόβλημα στον μη επεμβατικό προγεννητικό έλεγ-
χο από cffDNA αποτελεί η έλλειψη ενός πολύ ειδικού δείκτη 
που να επιβεβαιώνει την παρουσία εμβρυϊκού υλικού στο δείγ-
μα. Σε περιπτώσεις όπως είναι ο έλεγχος του RhD, του φύλου 
και μονογονιδιακών νοσημάτων του εμβρύου, απαιτείται η ανί-
χνευση πατρικής προέλευσης (ή de novo) αλληλομόρφων που 
απουσιάζουν από το γονιδίωμα της μητέρας. Όταν η πατρικής 
προέλευσης αλληλουχία δεν ανιχνεύεται, η παρουσία εμβρυϊ-
κών δεικτών, δηλαδή διαφορών μεταξύ μητρικού και εμβρυϊκού 
γενετικού υλικού, συμβάλλουν στην αποφυγή αμφίβολων ή ψευ-
δώς αρνητικών αποτελεσμάτων που οφείλονται είτε σε επίπε-
δα cffDNA μικρότερα από το όριο ανίχνευσης της μεθόδου, ή 
σε πλήρη έλλειψη εμβρυϊκού υλικού. Αμφίβολα αποτελέσματα 
μπορούν να επηρεάσουν την απόφαση των γονέων και των μαι-
ευτήρων για τη παρακολούθηση και συνέχιση της κύησης και 
για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο να αυξηθεί κατά το δυνατόν 
η ευαισθησία και η ειδικότητα της διάγνωσης40. 
Οι εμβρυϊκοί δείκτες πρέπει να έχουν τη δυνατότητα να εν-
σωματωθούν στη διαγνωστική διαδικασία και να χρησιμοποι-
ηθούν, παράλληλα με τις υπό μελέτη αλληλουχίες ως θετικοί 
μάρτυρες (controls) για να ελεγχθεί η παρουσία του cffDNA. 
Μπορεί να χρησιμοποιηθούν αλληλουχίες του χρωμοσώματος 
Υ, οι οποίες είναι προφανές ότι απουσιάζουν από το γονιδί-
ωμα της μητέρας, έχουν όμως πρακτική εφαρμογή μόνο σε 
κυήσεις με έμβρυο αγόρι. Αλληλουχίες των γονιδίων SRY 
και DYS14, έχουν χρησιμοποιηθεί για τον μη επεμβατικό 
προγεννητικό έλεγχο του φύλου του εμβρύου, για την ποσο-
τικοποίηση και την επιβεβαίωση της παρουσίας του cffDNA 
στο δείγμα. Το γεγονός ότι το DYS14 υπάρχει σε πολλαπλά 
αντίγραφα καθιστά την ανίχνευσή του ευαίσθητη ακόμη και σε 
πολύ μικρές συγκεντρώσεις cffDNA, ταυτόχρονα όμως κάνει 
τη χρήση του ακατάλληλη για ποσοτικοποίηση του εμβρυϊκού 
DNA41. Ορισμένες μελέτες έχουν δείξει ότι το DYS14 μπορεί 
να ανιχνευτεί σε μικρές ποσότητες ακόμη και σε δείγματα με 
έμβρυο κορίτσι, συνεπώς προτιμάται η ταυτόχρονη χρήση και 
άλλων αλληλουχιών του χρωμοσώματος Υ στον μη επεμβατικό 
προσδιορισμό του φύλου του εμβρύου42. 
Πολυμορφισμοί πατρικής προέλευσης που απουσιάζουν από 
τη μητέρα μπορούν να αποτελέσουν εμβρυϊκούς δείκτες ανε-
ξάρτητους από το φύλο του εμβρύου και νουκλεοτιδικοί πο-
λυμορφισμοί μιας βάσης (SNPs), σημειακές μεταλλάξεις και 
πολυμορφισμοί τμημάτων του DNA όπως οι STR αλληλου-
χίες έχουν χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την επιβεβαίωση 
της παρουσίας εμβρυϊκού υλικού στο υπό μελέτη δείγμα43-48. 
Οι δείκτες αυτοί όμως δεν είναι πάντα πληροφοριακοί και η 
διαδικασία ανίχνευσή τους είναι πολύπλοκη και χρονοβόρα.
Οι επιγενετικές τροποποιήσεις (μεθυλίωση, ακετυλίωση, κτλ.) 
προκαλούν αλλαγές στο φαινότυπο χωρίς όμως να μεταβάλλουν 
την αλληλουχία του DNA. Οι επιγενετικές τροποποιήσεις μπο-

Εικόνα 2. Υπολογισμός RMD για τον καθορισμό του εμβρυϊκού 
γονοτύπου. Μ: παθολογικό αλληλόμορφο. Ν: φυσιολογικό αλ-
ληλόμορφο.



ΠΕΡΙΓΕΝΝΗΤΙΚΗ ΙΑΤΡΙΚΗ & ΝΕΟΓΝΟΛΟΓΙΑ ΤΟΜ. 11, ΤΕΥΧ. 2, ΣΕΛ. 49-56, 2016

© EΛΛHNIKH ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΠΕΡΙΓΕΝΝΗΤΙΚΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ - ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΝΕΟΓΝΟΛΟΓΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ 53

ρούν να ανιχνευθούν είτε μετά από χημική τροποποίηση κατά 
την οποία οι μη μεθυλιωμένες κυτοσίνες μετατρέπονται σε ου-
ρακίλες, ενώ οι μεθυλιωμένες παραμένουν άθικτες, είτε με τη 
χρήση περιοριστικών ενζύμων ευαίσθητων στη μεθυλίωση τα 
οποία κόβουν και απομακρύνουν αποκλειστικά τις μη μεθυ-
λιωμένες αλληλουχίες. Ενας τέτοιος επιγενετικός εμβρυικός 
δείκτης είναι ο  υποκινητής του ογκοκατασταλτικού γονιδίου 
RASSF1A, στη χρωμοσωμική θέση 3p21.31 που είναι μεθυλι-
ωμένος στον πλακούντα και μη μεθυλιωμένος στα κύτταρα της 
μητέρας26, 27,49-52. Το RASSF1A χρησιμοποιείται επιτυχώς για την 
ποσοτικοποίηση του cffDNA, την επιβεβαίωση της παρουσίας 
εμβρυικού υλικού στο υπο μελέτη δείγμα  και την αποφυγή ψευ-
δώς αρνητικών αποτελεσμάτων που συνήθως οφείλονται στη 
χαμηλή συγκέντρωση εμβρυικού υλικού στο πλάσμα της εγκύου. 

• Ψηφιακό (Digital PCR) 
Τα τελευταία χρόνια έχει χρησιμοποιηθεί στον μη επεμβατικό 
προγεννητικό έλεγχο το Ψηφιακό (Digital PCR). Πρόκειται 
για μια πολύ ευαίσθητη τεχνική ποσοτικού PCR που επιτρέπει 
την ανίχνευση αλληλομόρφων πολύ μικρής συγκέντρωση στο 
δείγμα και την απόλυτη ποσοτικοποίηση τους χωρίς την ανά-
γκη χρησιμοποίησης προϊόντων αναφοράς. Το αρχικό δείγμα 
αραιώνεται και χωρίζεται σε μεγάλο αριθμό αντιδράσεων πο-
σοτικού PCR από τις οποίες κάποιες περιέχουν την αλληλου-
χία στόχο, σε ένα κατά μέσω όρο αντίγραφο, και κάποιες όχι. 
Η αναλογία θετικών και αρνητικών για την αλληλουχία στόχο 
αντιδράσεων, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορι-
σμό της συγκέντρωσής της στο αρχικό δείγμα. Μειονέκτημα 
της μεθόδου αποτελεί το υψηλό κόστος του εξοπλισμού και 
των αντιδραστηρίων, το οποίο όμως μπορεί να ελαττωθεί με 
την ταυτόχρονη ανάλυση μεγάλου αριθμού δειγμάτων.
Εξέλιξη του Digital PCR αποτελεί το Droplet Digital PCR 
(ddPCR). Με τη χρήση των συστημάτων ddPCR το αρχικό 
δείγμα χωρίζεται σε εκατομμύρια σταγονίδια (droplets). Κάθε 
σταγονίδιο περιέχει τους ειδικούς για την αλληλουχία στόχο 
φθορίζοντες ανιχνευτές για την αντίδραση ποσοτικού PCR και 
το δείγμα σε συγκέντρωση μικρότερη από ένα γενετικό ισο-
δύναμο ανά σταγονίδιο (< 1genome equivalent / droplet). Η 
τεχνολογία αυτή επιτρέπει την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 
αλληλομόρφων που βρίσκονται ακόμη και σε 1 αντίγραφο / 
250.0000 συνολικά αντίγραφα αρχικού δείγματος. 
Μετά την εφαρμογή του Digital PCR ακολουθεί στατιστική 
ανάλυση της σχετικής αναλογίας της υπό μελέτη αλληλουχί-
ας [relative mutation dosage (RMD) analysis] στο δείγμα. Η 
ανάλυση RMD δίνει τη δυνατότητα μη επεμβατικού προγεν-
νητικού ελέγχου μονογονιδιακών νοσημάτων ακόμη και όταν 
ο πατέρας και η μητέρα φέρουν την ίδια μετάλλαξη με υπολο-
γισμό της  αναλογίας των αλληλομόρφων (Εικόνα 2).
Η μέθοδος έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία στον μη επεμβα-
τικό προγεννητικό έλεγχο και μονογονιδιακών νοσημάτων του 
εμβρύου όπως η β-μεσογειακή αναιμία, η δρεπανοκυτταρική 
αναιμία και η αιμορροφιλία53-57.  To Digital PCR υπερτερεί του 
RTQ-PCR σε ευαισθησία και ειδικότητα. 

• Συστήματα αλληλούχισης νέας γενιάς (Next-Generation 
Sequencing)
Τα συστήματα αλληλούχισης νέας γενιάς (NGS) επιτρέπουν 
την ταυτόχρονη αλληλούχιση ενός πολύ μεγάλου αριθμού μο-
ρίων DNA. Η αλληλούχιση μπορεί να αφορά είτε ολόκληρο το 

γονιδίωμα (genome-wide) ή να είναι στοχευμένη (targeted). Σε 
κάθε εφαρμογή, παράγονται εκατομμύρια έως δισεκατομμύρια 
μικρά τμήματα γενομικού υλικού και κάθε τμήμα πολλαπλασιά-
ζεται, αναλύεται η αλληλουχία του και ποσοτικοποιείται (Εικό-
να 3). Ο μεγάλος όγκος δεδομένων που προκύπτει αξιολογείται 
στη συνέχεια με χρήση βιοπληροφορικών συστημάτων. 
Η μέθοδος παρουσιάζει πολύ μεγάλη ευαισθησία και ειδικότη-
τα. Κάθε αλληλουχία αναλύεται πολλαπλά και σε αντίθεση με το 
Digital PCR δεν απαιτούνται διαφορετικοί εκκινητές και ανιχνευ-
τές για κάθε αλληλουχία στόχο. Η μεγάλη ευαισθησία, η αξιοπι-
στία και η επαναληψιμότητα των αποτελεσμάτων των συστημάτων 
NGS, τα καθιστά κατάλληλα για αξιοποίηση στον μη επεμβατικό 
προγεννητικό έλεγχο, δίνοντας τη δυνατότητα σε πολλές πειραμα-
τικές διαδικασίες να εφαρμοστούν στην κλινική πράξη29.
Το 2008, δύο ανεξάρτητες μελέτες έδειξαν ότι η ανευπλοει-
δία του εμβρύου μπορεί να αναγνωριστεί με την αλληλούχηση 
και αντιστοίχηση μικρών θραυσμάτων DNA μεγέθους 36bp 
σε σχέση με DNA αναφοράς ολόκληρου του γονιδιώματος. 
Η πρόοδος που ακολούθησε ήταν ραγδαία. Από τον Ιανουά-
ριο του 2011 τουλάχιστον δέκα ανεξάρτητες μεγάλες μελέτες 
έχουν δημοσιευτεί και αφορούν την ανίχνευση των τρισωμιών 
21, 18, 13 και χρωμοσωμάτων του φύλου. 
Με τη χρήση των NGS έγινε πραγματικότητα ο μη επεμβατι-
κός προγεννητικός έλεγχος των χρωμοσωμικών ανωμαλιών 
του εμβρύου με ποσοτικοποίηση, στο περιφερικό αίμα της 
εγκύου, των αλληλουχιών των χρωμοσωμάτων που ευθύνονται 
για τις πιο συχνές ανευπλοειδίες58-68.

Εικόνα 3. Χρήση των συστημάτων NGS στον μη επεμβατικό 
προγεννητικό έλεγχο.
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Ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχει δείξει ότι η τρισωμία 21 μπο-
ρεί να διαγνωστεί με ευαισθησία που ξεπερνά το 95% και ακρί-
βεια που αγγίζει το 97-99%61, 64, 66, 69-71. Αντίθετα, για τον μη επεμ-
βατικό προγεννητικό έλεγχο των τρισωμιών 13, 18 και των πιο 
κοινών ανωμαλιών των φυλετικών χρωμοσωμάτων (ΧΟ, ΧΧΧ, 
ΧΧΥ), η ευαισθησία και η ειδικότητα της μεθόδου είναι λίγο μι-
κρότερη72. Με τη χρήση όμως των αλγορίθμων στην ανάλυση των 
αποτελεσμάτων, είναι εφικτός ο μη επεμβατικός προγεννητικός 
έλεγχος και για αυτές τις χρωμοσωμικές ανωμαλίες58-60, 63, 73.
Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος χρωμοσωμικών ανω-
μαλιών του εμβρύου που βασίζεται στη χρήση των συστημάτων 
NGS, εφαρμόζεται στην κλινική πράξη από το 2011 σε αρκετές 
χώρες της Βόρειας Αμερικής, της Ασίας και της Ευρώπης. 
Ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος από ελεύθερο εμ-
βρυικό DNA στη μητρική κυκλοφορία με συστήματα αλληλού-
χησης νέας γενιάς έχει αρχίσει να ενσωματώνεται στον  προ-
γεννητικό έλεγχο αρχικά ως μέθοδος πληθυσμιακού ελέγχου. 
Ως αποτέλεσμα προέκυψε η ανάγκη εκτίμησης των κλινικών, 
τεχνολογικών ηθικών και οικονομικών παραμέτρων  από αρ-
μόδιες επιστημονικές εταιρείες και φορείς.  Μεγάλες επιστη-
μονικές οργανώσεις όπως η Ιnternational Society for Prenatal 
Diagnosis, National Society of Genetic Counselors, American 
College of Obstetrics and Gynecology ενέκριναν τη χρησιμο-
ποίηση της μεθόδου σε μονήρεις κυήσεις για πληθυσμιακό 
προγεννητικό έλεγχο χρωμοσωμικών ανωμαλιών του εμβρύου. 
Απαραίτητη προϋπόθεση θεωρούν  την κατάλληλη γενετική κα-
θοδήγηση, πριν και μετά την αιμοληψία, με έμφαση στο υψηλό 
ποσοστό αποκλεισμού παθολογικού εμβρύου (>99%) και την 
ανάγκη επιβεβαίωσης των θετικών ευρημάτων με επεμβατικό 
ΠΕ. Οι επιστημονικές όμως και τεχνολογικές εξελίξεις, σε 
συνδυασμό με τον έντονο ανταγωνισμό  μεταξύ των εταιρειών 
που δραστηριοποιούνται στο πεδίο αυτό φαίνεται ότι οδηγούν 
σε συνεχείς προσθήκες και βελτιώσεις  του μη επεμβατικού  
ελέγχου  χρωμοσωμικών ανωμαλιών του εμβρύου. 
Τα συστήματα NGS, έχουν χρησιμοποιηθεί επίσης και στη διά-
γνωση μονογονιδιακών νοσημάτων. Η μέθοδος έχει εφαρμοστεί 
σήμερα με επιτυχία στη διάγνωση της β-μεσογειακής αναιμίας 
και της αιμορροφιλίας74. Τέλος, η μέθοδος δίνει τη δυνατότητα 
αλληλούχισης ακόμη και ολόκληρου του γονιδιώματος του εμ-
βρύου. Μετά από ανάλυση του cfDNA που απομονώνεται από 
το πλάσμα της εγκύου, τον καθορισμό των απλοτύπων της μητέ-
ρας και του πατέρα και τη χρήση βιοπληροφορικών συστημά-
των είναι δυνατή η αποκάλυψη ολόκληρης της αλληλουχίας του 
εμβρυϊκού γονιδιώματος29, 75. Με τη μέθοδο αυτή είναι δυνατή 
η ανίχνευση και των de-novo μεταλλάξεων του εμβρύου, αλλά 
μέχρι σήμερα το ποσοστό των ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων 
που προκύπτουν είναι εξαιρετικά υψηλός.

Συμπέρασμα
Η διαπίστωση της παρουσίας  cffDNA στο περιφερικό αίμα 
της εγκύου άνοιξε νέους ορίζοντες στον μη επεμβατικό προ-
γεννητικό έλεγχο γενετικών διαταραχών του εμβρύου. Με την 
εφαρμογή μοριακών τεχνικών  υψηλής ευαισθησίας και ακρί-
βειας, όπως το Digital PCR και τα συστήματα NGS, έχουν επι-
λυθεί πολλά από τα προβλήματα στη χρήση του cffDNA και 
έτσι σήμερα ο μη επεμβατικός προγεννητικός έλεγχος του φύ-
λου, του συστήματος RhD, των χρωμοσωμικών ανωμαλιών και 
ορισμένων μονογονιδιακών νοσημάτων του εμβρύου εφαρμό-
ζεται με επιτυχία στην κλινική πράξη. 

Παραμένουν όμως ακόμη πολλά πρακτικά, ηθικά και κοινωνι-
κά ζητήματα που πρέπει να επιλυθούν προκειμένου ο μη επεμ-
βατικός προγεννητικός έλεγχος να εφαρμοστεί σε ευρύτερη 
κλίμακα και πιθανώς να αντικαταστήσει πλήρως τις επεμβατι-
κές τεχνικές λήψης εμβρυϊκού γενετικού υλικού.    
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Summary
The detection of the presence of cell free fetal DNA (cffDNA) 
in the maternal circulation during the last years has opened 
a new pathway in non-invasive prenatal screening tests. To 
date, several studies have investigated and evaluated the 
methodological design of cffdNA collection from maternal 
blood. Their main objective is to evaluate the sensitivity and 
specificity of current molecular techniques. The detection of 
cffDNA in maternal circulation is feasible from the first weeks 
of gestation. Its origin are the exfoliated placental cells and it 
represents 3-6% of total cfDNA in the maternal blood. Its small 
quantity, combined with the presence of maternal cfDNA, 
increases the technical difficulty of detecting genetic anomalies. 
During the last years the implementation of novel highly 
sensitive and specific molecular techniques, such as digitized 
PCR and next generation sequencing (NGS) has solved many 
technical problems during the evaluation of cffDNA. Thus, to 
date, non-invasive prenatal screening of fetal sex, Rhesus group, 
chromosomal anomalies and of certain single monogenic fetal 
pathologic entities is successfully introduced in current clinical 
practice. The purpose of the present review is to present the 
current molecular techniques used during prenatal cffDNA 
screening.
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